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Abstract of EP 0600460 (A1) 

(6S)-THF is obtained by adding acid in portions for the purpose of selective crystallisation to an 
aqueous solution of a (6RS)-diastereoisomer mixture of an alkali metal salt of 5,6,7,8-tetrahydrofolic 
acid at a temperature of 5@C to 80@C until the pH has stabilised at a value in the range from 4.8 to 
5.3, and separating off the resulting solid, namely (6S)-5,6,7,8-tetrahydrofolic acid. (6S)-THF can be 
used as a starting material for the preparation of (6S)-N(5)-formyl-THF, (6S)-N(5)-methyl-THF and 
(6R)-N(5),N(10)-methylene-THF. 
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© Verfahren zur Herstellung von (6S)-5,6,7,8-Tetrahydrofolsaure. 

© (6S)-THF wird erhalten, indem man man zu einer wassrigen Losung eines (6RS)-Diastereoisomerengemi- 
sches eines Alkalimetallsalzes von 5,6,7,8-Tetrahydrofolsaure bei einer Temperatur von 5°C bis 80 °C zwecks 
selektiver Kristallisation so lange portionenweise SSure hinzugibt, bis sich der pH-Wert auf einen Wert im 
Bereich von 4,8 bis 5,3 stabilisiert hat, und den entstandenen Festkorper, namlich (6S)-5,6,7,8-Tetrahydrofolsau- 
re, abtrennt. 

(6S)-THF kann als Ausgangsmaterial zur Herstellung von (6S)-N(5)-Formyl-THF, (6S)-N(5)-Methyl-THF und 
(6R)-N(5),N(10)-Methylen-THF verwendet werden. 
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Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von (6S)-5,6,7,8-Tetrahydrofolsaure. 
5,6,7,8-Tetrahydrofolsaure wird hierin manchmal mit THF abgekurzt. 

Eine Synthese von diastereoisomerenreinen reduzierten Folaten sowie deren Bedeutung im pharmazeu- 
tischen Bereich sind in der europaischen Patentanmeldung Nr. 91 905 831.3-2101, Veroffentlichungs-Nr. 0 
5 471 820 beschrieben. 

Mit diesen Hinweis werden die in dieser Veroffentlichung enthaltenen Aussagen als hierin offenbart 
betrachtet. 

In der europaischen Patentanmeldung Nr. 91 121 326.2, Veroffentlichungs-Nr. 0 495 204 A1 wird unter 
anderem ein Verfahren zur Herstellung von (6S)- und (6R)-Tetrahydrofolsaure via die fraktionierte Kristallisa- 
w tion von entsprechenden Saureadditionssalzen mit einer Sulfonsaure Oder mit Schwefelsaure beschrieben. 
In dieser Publikation wird nichts von einer direkten, selektiven Kristallisation der (6S)-THF in der Form 
der freien Saure erwahnt. 

Das in EP 0 495 204 A1 beschriebene Verfahren beinhaltet unnotige Stufen, namlich die Herstellung 
von Saureadditionssalzen und deren Umwandlung in die freie Saure. 
75 Die fraktionierte Kristallisation dieser Saureadditionssalze muss offenbar gemass den in den Beispielen 
beschriebenen Ausfuhrungsformen stets in Qegenwart eines Antioxidationsmittels, wie etwa Mercaptoetha- 
nol, durchgefuhrt werden. 

Dieses Verfahren ist nicht wirtschaftlich und nicht umweltfreundlich, da als Nebenprodukte bei der 
Freisetzung der Saure aus dem Saureadditionssalz mindestens ein Aequivalent eines Sulfonsaure- oder 
20 Schwefelsauresalzes entsteht, welches beseitigt werden muss. 

Eine direkte, selektive Kristallisation von (6S)-THF in der Form der freien Saure ist bis jetzt noch nicht 
beschrieben. 

Es ist ein Ziel der vorliegenden Erfindung, ein Verfahren zur Herstellung von (6S)-THF zur VerfUgung zu 
stellen, bei dem eine direkte, selektive Kristallisation von (6S)-THF in der Form der freien Saure verwendet 
25 wird. 

Vollig uberraschend wurde gefunden, dass innerhalb von bestimmten pH- und Temperaturbereichen 
(6S)-THF selektiv kristallisiert werden kann. 

Das erfindungsgemasse Verfahren zur Herstellung von (6S)-5,6,7,8-Tetrahydrofolsaure- abgekurzt mit 
(6S)-THF - der Formel I 
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mit einer diastereoisomeren Reinheit von wenigstens 75 % ist dadurch gekennzeichnet, dass man zu einer 
wassrigen Losung eines (6RS)-Diastereoisomerengemisches eines Alkalimetallsalzes von 5,6,7,8-Tetrah- 
ydrofolsaure bei einer Temperatur von 5 ° C bis 80 • C zwecks selektiver Kristallisation so lange portionen- 
weise Saure hinzugibt, bis sich der pH-Wert auf einen Wert im Bereich von 4,8 bis 5,3 stabilisiert hat, und 
45 den entstandenen Festkorper, namlich (6S)-5,6,7,8-Tetrahydrofolsaure, abtrennt. 

Bevorzugte Ausfuhrungsformen dieser Erfindung sind in den abhSngigen Anspriichen definiert. 

Das im erfindungsgemassen Verfahren verwendete Ausgangsmaterial, beispielsweise das Dinatriumsalz 
von (6RS)-THF, kann gemass E. Khalifa et. al., Helv. (1980), 63, 2554 hergestellt werden. 

Dieses Ausgangsmaterial kann man auch dadurch erhalten, indem man das (6RS)-Diastereoisomeren- 
50 gemisch von THF, vorzugsweise in Gegenwart des Dinatriumsalzes von Ethylendiamintetraessigsaure 
(EDTA), unter einer Inertgasatmosphare bei einer Temperatur von etwa 35 • C im Wasser suspendiert, und 
solange wassrige Natronlauge zutropft, bis man eine homogene Losung erhalt. Diese Losung hat normaler- 
weise einen pH-Wert von etwa 6,5. 

Zwecks Stabilitatserhohung ist es vorteilhaft, den pH-Wert dieser Losung auf einen Wert von 5,5 bis 5,0 
55 mittels der Hinzugabe einer der genannten bevorzugten Sauren einzustellen. 

Danach wird diese L6sung vorzugsweise auf eine Temperatur von 40 "C bis 50 "C, insbesondere 45 °C, 
erwarmt. 
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Anschliessend wird zwecks selektiver Kristallisation von (6S)-THF so lange Saure hinzugetropft, bis sich 
der pH-Wert auf einen Wert im Bereich von 4,8 bis 5,3, vorzugsweise 4,9 bis 5,2, insbesondere 5,0, 
stabilisiert hat. 

Man beobachtet die Bildung eines kristallinen Festkorpers wahrend dieser Saurehinzugabe. 

Der kristalline Festkorper wird abgetrennt, beispielsweise mittels Filtration oder Zentrifugation, und in 
tiblicher Art gewaschen und getrocknet. 

Generell wurde festgestellt, dass bei einem relativ tiefen pH-Wert, beispielsweise 4,5, eine geringere 
KristallisationsselektivitSt (6S) versus (6R) verbunden mit einer relativ hohen Ausbeute erhalten wird. 

Bei einem hoheren pH-Wert, beispielsweise 5,0, ist die Kristallisationsselektivitat besser, aber die 
Ausbeute ist geringer. 

Entsprechende genaue Daten sind aus der folgenden Tabelle ersichtlich: 



pH-Wert 


Temperatur 


Verhaltnis (6S)/(6R)-THF 


Ausbeute % 


5,2 


35 'C 


80:20 


45 


5,0 


25 °C (14h) 


77:23 


54 


4,8 


40°C 


75:25 


54 


4,5 


45°C 


67:33 


67 


5,0 


50'C 


80:20 


48 


4,5 


70-C 


64:36 


55 


5,0 


45°C 


80,5: 19,5 


48 



Die selektive Kristallisation ist normalerweise nach hochstens 1 Stunde abgeschlossen. 

FUr die Gewinnung von diastereoisomerenreiner (6S)-THF kann das erfindungsgemasse Verfahren 
mehrmals hintereinander durchgefuhrt werden. 

Die folgende Tabelle beschreibt die Umkristallisation eines Diastereoisomerengemisches von 80% (6S)- 
und 20 % (6R)-THF bei verschiedenen Temperaturen und pH-Werten: 



pH-Wert 


Temperatur 


Verhaltnis (6S)/(6R)-THF 


Ausbeute % 


5,0 


50-C 


89: 11 


86 


5,6 


25-C 


94:6 


66 


5,2 


45°C 


92:8 


75 



(6R)-THF kann, falls gewunscht, aus der Mutterlauge erhaiten werden. 

Dazu wird ein Aequivalent eines Calciumsalzes, beispielsweise ein Calciumhalogenid, wie Calciumchlo- 
rid und Calciumbromid, Calciumacetat, bezogen auf die anwesende Menge an THF, als Festkorper zur 
Mutterlauge gegeben. 

Anschliessend gibt man eine Base, beispielsweise wassrige Natronlauge, hinzu, bis man einen pH-Wert 
von etwa 6,0 erhalt. 

Die Losung wird teilweise eingeengt, beispielsweise auf eine Konzentration von 10 % an THF in der 
eingeengten Losung. 

Aus dieser eingeengten Losung kristallisiert in etwa 2 Stunden (6R)-THF in der Form des Calciumsalzes 

aus. 

Die nachfolgenden Beispiele illustrieren die vorliegende Erfindung. 
Beispiel 1 

100,0 g (6RS)-5,6,7,8-Tetrahydrofolsaure, hergestellt nach E. Khalifa et al. Helv., (1980), 63, 2554, und 
2,0 g des Dinatrium Salzes der Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) wurden unter einer Stickstoffatmo- 
sphare bei einer Temperatur von 35 °C in 750 ml Wasser suspendiert. 

Es wurde solange 20%-ige wassrige Natronlauge hinzugetropft, bis man eine homogene Losung erhielt, 
welche einen pH-Wert von 6,5 zeigte. 

Dann wurde das Gemisch stark gerUhrt. Durch tropfenweise Zugabe von 18%-iger, wassriger Salzsaure 
wurde der pH-Wert bis auf einen Wert von 4,8 gebracht. Die Temperatur wurde anschliessend auf 45 °C 
erhoht. 
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Nach einigen Minuten bei der genannten Temperatur beobachtete man die Bildung eines kristallinen 
Festkorpers, wobei gleichzeitig der pH-Wert der Suspension zu steigen begann. 

Durch Zugabe von 18%-iger wassriger Salzsaure wurde der pH-Wert bei 5,0 gehalten, bis sich nach 
ungefahr 45 Minuten dieser Wert stabilisiert hatte. 

Der weisse, kristalline Festkorper wurde mitteis Filtration isoliert, einmal mit Wasser und einmal mit 
Aceton gewaschen und dann unter vermindertem Druck bei einer Temperatur von 50 "C getrocknet. 

Auf diese Weise erhielt man 48 g an kristalliner 5,6,7,8-Tetrahydrofolsaure. 

Zur Bestimmung des Diastereoisomeren-Verhaltnisses wurde eine Probe des erhaltenen Produktes 
gemass K.O. Donaldson und Keresztesy J.C., J. Biol. Chem., (1962), 237, 3815 oder V.S. Gupta und F.M. 
Huennekens, Arch. Biochem. Biophys. (1967), 120, 712 in N(5)-CH 3 -THF umgewandelt. 

Das so erhaltene Produkt wurde an einer chiralen Saule (RESOLVOSIL) analysiert. 

Es wurde ein Diastereoisomeren-Verhaltnis von (6S)/(6FS) = 80.5/19.5 ermittelt. 

HPLC-Analyse (reverse phase-Saule): 99,3 % 

Wassergehalt nach Karl Fischer : 7.5 % 

Chlorid Gehalt : 0 % 

Beispiel 2 

40 g des gemass Beispiel 1 erhaltenen Produktes wurden in 500 ml Wasser suspendiert und in 
Analogie zu Beispiel 1 behandelt. 

Die selektive Kristallisation der freien Saure erfolgte bei einem pH-Wert von 5,2. 

Man erhielt 30,2 g an kristalliner 5,6,7,8-Tetrahydrofolsaure mit einem Diastereoisomeren-Verhaltnis von 
(6S)/(6R) = 93/7. 

HPLC-Analyse (reverse phase-Saule) : 99,1 % 

Wassergehalt nach Karl Fischer: 5,7 % 

[«]„ = -32,5° (c = 1, 0,04 N NaOH, pH = 9,5) 

Chlorid Gehalt : 0 % 



Elementaranalyse 


berechnet (%) 


gefunden (%) 


CisH2sN7 0s.1,5 H 2 0 


C 48,32 
N 20,76 
H5.55 


48,59 
21 ,06 

5,57. 



Patentanspriiche 

1. Verfahren zur Herstellung von (6S)-5,6,7,8-Tetrahydrofolsaure- abgekurzt mit (6S)-THF - der Formel I 




COOH 



mit einer diastereoisomeren Reinheit von wenigstens 75 %, 

dadurch gekennzeichnet, dass man zu einer wassrigen Losung eines (6RS)-Diastereoisomerenge- 
misches eines Alkalimetallsalzes von 5,6,7,8-Tetrahydrofolsaure bei einer Temperatur von 5'C bis 
80 • C zwecks selektiver Kristallisation so lange portionenweise Saure hinzugibt, bis sich der pH-Wert 
auf einen Wert im Bereich von 4,8 bis 5,3 stabilisiert hat, und den entstandenen Festkorper, namlich 
(6S)-5,6,7,8-Tetrahydrofolsaure, abtrennt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass die genannte wassrige L6sung des (6RS)- 
Diastereoisomerengemisches noch wenigstens ein Komplexierungsmittel fur Schwermetalle enthalt, 
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vorzugsweise ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend aus Ethylen-diamintetraessigsaure, abgekurzt mit 
EDTA, und deren Salze und Hydrate, insbesondere das di-Natriumsalz, Nitrilotriessigsaure, 1,2- 
Diaminocyclohexan-N,N,N',N'-tetraessigsaure, wobei EDTA und deren di-Natriumsalz bevorzugt sind. 

5 3. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 2, dadurch gekennzeichnet, dass die Zugabe von Saure 
und die gleichzeitig stattfindende selektive Kristallisation bei einer Temperatur von 40 'C bis 50 'C 
erfolgt. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass die Saure ausgewahlt ist 
w aus der Gruppe, bestehend aus Halogenwasserstoffsauren, insbesondere SalzsSure, Schwefelsaure, 

Phosphorsaure, Essigsaure, Trichloressigsaure, Trifluoressigsaure, Methansulfonsaure, p-Toluolsulfon- 
saure, insbesondere wassrige Losungen dieser Sauren. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass man den pH-Wert auf 
75 einen Wert im Bereich von 4,9 bis 5,2, insbesondere 5,0, stabilisiert. 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass die ganze Reaktion unter 
Inertgasatmosphare ausgeftlhrt wird. 

20 7. Verwendung von (6S)-5,6,7,8-Tetrahydrofolsaure als Ausgangsmaterial zur Herstellung von (6S)-N(5)- 
Formyl-THF, (6S)-N(5)-Methyl-THF und (6R)-N(5),N(10)-Methylen-THF. 
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